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(57) Abstract: The inventive device 
comprises a support having a surface 
comprising a coupling zone (Z) which 
can be functionalized by a probe (A) 
which can become reversibly linked 
according to pH to a target (B) in order 
to couple therewith; a working electrode 
(WE) and a control electrode (CE) for 
said working electrode disposed on the 
support in the vicinity of the coupling 
zone; and means enabling an electric 
current or a determined potential to be 
applied to the working electrode in order 
to result in a local variation in the pH 
in said coupling zone when the coupling 

00 aqueous so,u«o. Acceding to the invention, the method for coupling and/or decoupling ^^^uZZ^ 
V1 Coupling and/or decoupling is electrochemically controlled with the working electrode 
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2L A £Sf 1 ^.*i posWf de ""™»*>n comprend un support ayant une surface comportant une zone d'accrochage (Z) susceptible 
d etre foncnonnahsee par une sonde (A) capable de se Her, en fonction du pH et de facon nJversible a ane ^eZ™ ^ ? 

une ^trode de travail (WE) et une contre e.ectrode (CE) de cette e,e<Lde de ^^L Z^l^tT^^Z 
travail H T?T ' " ^appliquer un courant electrique ou un potentiel determineTSiUe Sole de 

^ ^ri,,^ ^ H P1 °r Uer, l0rSqUe kdite Z ° ne d ' accrocha g e e < >«di,es electrodes sonVimmerg&s dans une 7o lutio a^ueuse 
P LT? P ^ aU mVeaU dC ,adite Z ° ne d ' accr ° cha Se- Le procede d'accrochage et/ou 2d«aoch« dSSeTS 

£ deSr °" Ut,hSe CC diSP ° Sitif ' raCCTOChage C,/OU ' e d6c ™ h ^ *™ commandeCs) ^^^^^1^" 
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avant I'expiration du delai prevu pour la modification des 
revendications, sera republiee si des modifications sont re- 
cues 

En ce qui conceme les codes a deux lettres et autres abrevia- 
tions, se referer aux "Notes explicat 'tves relatives aux codes et 
abreviations" figurant au debut de chaque numero ordinaire de 
la Gazette du PCX 
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DISPOSITIP ET PROCEDES D ' ACCROCHAGE /DECROCHAGE D'UNE 
CXBLE OU D'UN OB JET PRESENT DANS UN ECHANTILLON 



DESCRIPTION 



5 DOMAINE TECHNIQUE 



La presente invention se rapporte a un 
dispositif et a des procedes d' accrochage ou de 
decrochage d'une cible ou d'un objet present dans un 
echantillon sur une sonde fixee sur un support. 

La cible peut par exemple etre choisie dans le 
groupe constitue d'une mol6cule chimique ou biologique, 
une cellule, d'une bacterie, d'une particule 
fonctionnalisee, telle qu'une bille de latex ou une 
bille de verre, d'une proteine, d'un acide 
15 desoxyribonucleotidique (ADN ou ADNc) , d'un 

oligonucleotide, d'un acide ribonucleotidique, d'un 
acide nucleique de peptide (« PNA » pour « peptide 
nucleic acid » en anglais), d'une enzyme, d'une 
molecule a transfecter, d'un principe actif par exemple 
d'interet pharmacologique, etc. La sonde peut §tre par 
exemple une molecule chimique ou biologique ou un objet 
biologique capable de se lier a la fois au support et a 
la cible. L' objet peut etre un des elements precites, 
il est « porte » par la cible. 

L' invention trouve des applications dans de 
tres nombreux domaines par exemple dans des procedes de 
separation ou purification de molecules ou d'objets 
biologiques, dans des procedes de concentration de 
molecules ou d'objets biologiques, dans des procedes de 
30 detection, etc. 
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L T invention s' applique A l 1 ensemble des 
microsyst&nes utilisant 1 1 accrochage et le decrochage 
de cibles ou d'objets biologiques et/ou chimiques. Elle 
peut s'appliquer notamment aux microsystemes pour la 
biologie, par exemple aux puces a ADN, aux puces de tri 
cellulaire ; aux microsystdmes chimiques , par exemple 
activation de fonctionnalisation ou puces de 
detection ; ou de chimie combinatoire, par 
exemple ciblage de molecules actives. 



ETAT DE LA TECHNIQUE ANTERIEORE 



Dans le texte ci-dessous, les references entre 
crochets [] renvoient a la liste de references annexee. 

La plupart des systemes et techniques actuels 
utilisent des processus autres que 1 1 electrochimie . 
Typiquement, ces techniques exploitent soit des 
interactions physiques telles que des interactions 
electrostatiques, hydrophile/hydrophobe, steriques, 
topographiques, physisorption, etc., soit dependent 
d'un processus chimique. Quelques systemes font appel a 
des precedes que l T on peut qualifier « d'actifs » car 
une commande electrique, electrochimique ou 
photochimique, intervient dans la modulation des 
propriety de surface. De maniere generale, la 
25 combinaison accrochage/decrochage des molecules par ces 
systemes n f est pas reversible ni controlable car ceux- 
ci sont souvent passifs et/ou non specif iques. 

Parmi les systemes d ? accrochage et de 
decrochage de molecules sur une surface, adaptes a des 
30 applications biologiques et/ou chimiques, certain 
utilisent des modifications des proprietes de surface. 
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On peut citer par exemple 1' alteration 
electrochimique d'un groupement actif present sur une 
surface suivie d'une reaction chimique : 

protonation/deprotonation de groupes acides et/ou bases 
en terminaison de couches auto assemblies de thiols, 
couples redox de type X ( ">/XH, en surface ou en 
solution, pour provoguer une deprotection. De tels 
systemes sont decrits par exemples dans les references 
[1] et [2] citees en annexe. Dans ces systemes, les 
couples redox utilises sont relativement complexes et 
les solvants employes pour la synthese chimique sont le 
plus souvent non aqueux ce qui conduit inevitablement a 
une limitation du spectre d' utilisation. II s'agit par 
exemple d'une reduction ou oxydation electrochimique 
conduisant a une reaction chimique, par exemple, 
reduction d'une quinone en hydroquinone suivie d'une 
lactonisation (decrochage de ligands ou de cellules) ou 
encore oxydation d'une hydroquinone en quinone suivie 
d'une reaction de Diels-Alder (immobilisation de 
ligands ou de cellules) comme cela est decrit dans la 
reference [2]. 

Ces techniques , en partie electrochimiques , ne 
permettent rnalheureusement pas de disposer d'un 
accrochage reversible puisqu'elles sont couplees a une 
reaction chimique irreversible : chimie de synthase 
comme le montre le document de reference [3]. 

On peut citer egalement les systemes utilisant 
1' activation photochirnique d'un groupement present sur 
une surface tels que ceux decrits dans les references 
[2] et [4]. Ces systemes utilisent un changement de la 
conformation du groupement par isomerisation induit par 
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voie photonique et une reaction avec, ou une 
reconnaissance par, le produit photo active tel qu'une 
enzyme, un anticorps, un ligand ou des groupements 
chiraiques [5]. 

5 L'accrochage des objets, dans ce cas, peut 

malheureusement conduire a un accrochage non sp^cifique 
[2] et necessite un banc optique et un systeme 
d' activation complexe et delicat a raettre en oeuvre. 

On peut citer aussi les techniques utilisant un 

10 changement de comportement hydrophile / hydrophobe 
d'une surface recouverte de polymeres particuliers 
(« LCST » : « Lower Critical Solution Temperature ») 
comme cela est decrit dans le document [6]. Ces 
polymeres passent d f un etat a 1 T autre si leur 

15 temperature est inferieure ou superieure a une 
temperature critique (vers 37 °C) . Ceci permet, par 
attraction/repulsion hydrophile/hydrophobe d T accrocher 
ou de decrocher des objets (ayant des proprietes 
hydrophiles ou hydrophobes) par ref roidissement (ou 

20 r6chauffement) . 

Cependant, pour des objets de grande taille a 
I'echelle des microsystemes, par exemple des cellules, 
le d6tachement s 1 accompagne d f une importante inertie de 
reaction. En outre, 1 ' integration de ces polymeres a un 
25 microsystdme necessite encore de nombreux efforts de 
recherche et d 1 adaptation aux procedes de micro 
technologies [7] . 

On peut aussi citer les systemes utilisant la 
fonctionnalisation d'une surface avec des groupements 
pouvant effectuer une reconnaissance chimique et/ou 
sterique avec un autre groupement present sur l'objet a 
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ancrer [8], [9] et [10]. Ces systemes immobilisent des 
fonction chimiques ou biologiques telles que des 
groupements acide carboxyle, amine, hydroxyle, etc. ou 
oligonucleotides, par couches auto assemblies de thiols 
5 (« SAM ») fonctionnalises, par silanisation ou par 
polymdres conducteurs fonctionnalises , par greffage de 
complexes metallo-organiques, ou encore de molecules 
cages [11]. 

Malheureusement, dans ces systemes, 

10 1' accrochage et le decrochage ne peuvent etre ni 
commandes ni effectues localement. Ces systemes 
manquent done de precision. 

On peut citer egalement les systemes utilisant 
une action electrique, electrostatique cornme cela est 
15 decrit dans la reference [12]. Ces systemes utilisent 
par exemple un champ electrique pour separer deux 
parties d T un assemblage moleculaire porteur de charges 
[13], une desorption cathodique (repulsion 

electrostatique) [14] ou un accrochage ou decrochage 
20 d'objets charges pour maintenir 1 f 6lectroneutralite de 
la zone d T accrochage ou de d6crochage ou 4 l'interieur 
d f une membrane (volume) . 

Ces techniques n f off rent cependant pas de 
reelle specif icite et tout objet porteur de charge sera 

25 simultanement attire/repousse. La reversibility de 
cette approche vis-a-vis d T objets complexes et de 
volume important a l'echelle des microsystemes, par 
exemple, une cellule, une bact^rie, n f est pas acquise. 
Dans le cas du maintien de 1 1 electroneutralite d f une 

30 membrane, la taille des objet s pouvant etre immobilises 
est un facteur limitant. 
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II existe done un reel besoin d'un systdme qui 
ne presente pas les nombreux problemes des systemes 
pr6cites de l'art anterieur . 

5 Expose de 1 ' invention 

Le systeme de la presente invention, sous la 

forme d'un dispositif et de procedes utilisant ce 

dispositif, permet precisdment d'apporter une solution 

& ces nombreux problemes de l'art anterieur. En 

particulier, il utilise des solutions aqueuses, il peut 

etre reversible, specif ique, precis, reproductible, 

simple a mettre en oeuvre, il permet de s' adapter aussi 

bien a l'accrochage de cibles ou d' objets de grande 

taille tels que des cellules qu'a des cibles ou objets 

de petite taille tels que des molecules chimiques , il 

s'adapte aisement aux procedes de microtechnologies, et 

il permet une commande et une mise en oeuvre locale. En 

outre, 1' activation du dispositif pour 

l'accrochage/d^crochage possede une faible inertie de 
20 reaction . 

Dans la suite de la description, le terme 
« cible » sera reserve aux molecules ou objets qui se 
lient directement a la sonde pour former une liaison 
sonde-cible. Le terme « objet » sera reserve aux 
molecules ou objets qui sont accroch6s sur la sonde par 
l'intermediaire de la « cible » en formant avec ladite 
cible une liaison objet-cible. Autrement dit I 7 objet ne 
se lie pas directement a la sonde, mais par 
l'intermediaire de la cible qui est reconnue par la 
30 sonde . 
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Les figures 1 et 2 annexees representent 
schematiquement un dispositif selon 1' invention. 

Le dispositif de la presente invention est un 
dispositif permettant l'accrochage ou le decrochage 
localise d'une cible (B) sur une sonde (A) fixee sur un 
support . 

II cornprend : 

un support ayant une surface comportant une 
zone d'accrochage (Z) susceptible d' §tre 

fonctionnalisee par une sonde (A) capable de se lier a 
une cible (B) pour l'accrocher ; 

une electrode de travail (WE) et une contre 
electrode (CE) de cette electrode de travail disposees 
sur le support au voisinage de la zone d'accrochage ; 
15 et 

des moyens permettant d'appliquer un 
courant 6lectrique ou un potentiel determine A ladite 
Electrode de travail de maniere a provoquer, lorsque 
ladite zone d'accrochage et lesdites Electrodes sont 
immergees dans une solution aqueuse, une variation 
locale de pH au niveau de ladite zone d'accrochage. 
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Le proced6 de 1' invention est, suivant un 
premier mode de realisation, un procede d'accrochage 
d'une cible (B) pr6sente dans un 6chantillon aqueux a 
une sonde (A) , ledit procede comprenant les etapes 
suivantes : 

a) mise en contact de 1' 6chantillon aqueux 
avec la zone d'accrochage d'un dispositif selon 
30 1'' invention, ladite zone d'accrochage etant 
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fonctionnalisee par la sonde (A) capable de se lier, en 
fonction du pH, a la cible (B) pour l'accrocher ; 

b) application d'un courant electrique ou d'un 
potentiel a 1' electrode de travail dudit dispositif de 
facon a modifier localement, au niveau de ladite zone 
d'accrochage, le pH de 1' echantillon aqueux pour que la 
sonde reconnaisse et se lie specif iquement a la cible 
pour l'accrocher. 



Le proc6de de 1' invention est, suivant un 
deuxieme mode de realisation, un precede d'accrochage 
et de decrochage d'une cible (B) presente dans un 
echantillon aqueux sur une sonde <A) , ledit precede 
comprenant les etapes suivantes : 

15 a '> mise en contact de 1' echantillon aqueux 

comprenant la cible (B) avec la zone d'accrochage d'un 
dispositif selon la presente invention, ladite zone 
d'accrochage 6tant fonctionnalisee par la sonde (A), 
pour que la cible (B) s'accroche a ladite sonde ; 

b') application d'un courant electrique ou d'un 
potentiel a 1' electrode de travail dudit dispositif de 
facon a modifier localement, au niveau de ladite zone 
d'accrochage, le pH de la solution de travail pour que 
la cible (B) se d6croche de la sonde (A) . 



L' echantillon aqueux est une solution aqueuse 
comprenant la cible a accrocher sur la sonde. II 
provient par exemple d'un simple melange de la cible a 
une solution aqueuse, ou d'un prelevement effectue sur 
un animal, une plante, dans un milieu de culture, dans 
un reacteur de culture biologique (culture cellulaire, 
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levures, champignons, algues, enzymes, etc.), dans un 
reacteur chimique, d'un gaz (par exemple l'air ambiant) 
ou a partir d'un effluent industriel liquide ou gazeux. 
Si ce prelevement ne permet pas de mettre en ceuvre le 
5 procede de l r invention, par exemple du fait de sa 
nature (gaz, solide) , de sa concentration ou des 
elements qu'il contient (r6sidus solides, dechets, 
suspension, molecules interf erentes, etc.) le proc6d6 
de 1' invention comprend en outre une 6tape pr^alable de 
10 mise en solution aqueuse du pr616vement par les 
techniques connues de l'horame du metier. I/essentiel 
est que 1' echantillon auquel est applique le proced6 de 
1' invention soit aqueux . 

En effet, dans la pr^sente invention, l'eau 

15 presente dans 1' echantillon peut subir soit une 
oxydation soit une reduction suivant les conditions 
61ectrochimiques (courant ou potentiel) appliquees £ 
1' electrode de travail. Les couples mis en jeu, 0 2 /H 2 0 
et H 2 0/H 2 , ont des potentiels respectifs d6termines par 

20 Ei = 1,23 - 0,06pH, et E 2 = - 0,06pH. Le pH initial de 
la solution de travail, ainsi que 1' immunite cin6tique 
des reactions, dependant de 1' electrolyte et des 
electrodes utilisees, determine le potentiel de travail 
permettant d'obtenir la variation de pH desiree. La 

25 zone d' immunite cin^tique est la zone de potentiel 
superieure au potentiel theorique (donne par les 
equations ci-dessus) dans laquelle aucune reaction ne 
se produit, contrairement a ce que pr6dit la th6orie. 
II est done necessaire d f appliquer une surtension pour 

30 vaincre 1' immunite cinetique. Par exemple, sur 
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electrode de platine, la surtension cathodique de - 0,2 
V et la surtension anodique de 0, 6 V. 

Dans la presente invention, le processus 
d» accrochage implique la formation d'un pont chimique 
5 entre la sonde et sa cible : soit par une variation 
locale du pH au moyen du dispositif de 1' invention, le 
milieu au voisinage de la zone d' accrochage etant rendu 
localement acide ou basique par activation 
electrochimique suivant le premier mode de realisation 

10 de l' invention (« accrochage actif ») ; so it 
spontanement, par exemple du fait du pH de la solution 
aqueuse de travail, du fait d'une af finite chimique ou 
biologique entre la sonde et la cible, du fait d'une 
reconnaissance sterique, etc., lors de la raise en 

15 contact sonde-cible suivant le deuxieme mode de 
realisation de 1' invention (« accrochage passif ») . La 
formation de ce pont chimique s'effectue entre deux 
groupements, dont l'un appartient a la sonde 
immobilisee a la surface de la zone d' accrochage, et 

20 1' autre a la cible. 

Ainsi, suivant le choix du mode de realisation 
de 1' invention, lorsque la cible est presente dans 
l'echantillon, elle est accrochee par la sonde sur la 
zone d' accrochage soit grace a la variation locale du 
pH induite au niveau de ladite zone d' accrochage par la 
microcellule electrochimique, soit spontanement. 

Dans le premier mode de realisation de 
1' invention, et lorsque la liaison sonde-cible est 
reversible, par exemple en fonction du pH, la cible 
peut etre liberee de la sonde par exemple en appliquant 
une etape consistant a interrompre 1' application du 
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courant electrique ou du potentiel 4 1' Electrode de 
travail ou 4 appliquer un courant electrique ou un 
potentiel different a ladite electrode de travail de 
facon a modifier localement le pH de la solution de 
travail ou d'une solution de rincage afin que la cible 
se decroche de la sonde. Dans ce cas, le procede de 
1' invention comprend done un accrochage et un 
decrochage « actif » de la cible. Par exemple, on peut 
appliquer a 1' electrode de travail un courant ou un 
potentiel permettant de revenir a la valeur initiale de 
pH ou a une valeur permettant la liberation de la 
cible . 

Dans le premier mode de realisation de 
1' invention, et lorsque la liaison sonde/cible est 
15 reversible, la cible peut aussi etre liberee en 
utilisant une solution de ringage qui rompt la liaison 
sonde-cible, par exemple du fait du pH ou de la nature 
chimique de cette solution de rincage. 

Une ou plusieurs etapes de rincage de la zone 
20 d' accrochage, avant et/ou apres l'etape b) peut 
(peuvent) egalement etre realisee(s), ceci par exemple 
a des fins de purification de la cible fixee sur la 
sonde. La solution de ringage est alors bien entendu de 
preference une solution qui preserve la liaison sonde- 
cible. Cette solution peut par exemple etre identique a 
la solution aqueuse qui a permis la preparation de 
1 ' echantillon . 

Selon • une variante du deuxieme mode de 
realisation, 1' accrochage de la cible par la sonde dans 
l'etape a') peut etre realise par application d'un 
courant electrique ou d'un potentiel a 1' electrode de 
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travail dudit dispositif de facon a modifier 
localement, au niveau de ladite zone d'accrochage, le 
pH de la solution de travail pour que la cible (B) 
s'accroche a ladite sonde (A). Dans ce cas, 
l'accrochage et le decrochage de la cible sont dits 
« actifs ». Suivant cette variante, l'accrochage peut 
etre realise suivant le premier mode de realisation de 
1' invention, et le decrochage peut etre realise suivant 
le deuxieme mode de realisation de 1' invention. 



Les documents precites de l'art anterieur 
montrent qu'une approche purement electrochimique 
conforme k la presente invention, c'est-a-dire sans 
couplage avec un autre type de reaction non reversible, 
n'a jamais ete abordee dans les techniques de l'art 
anterieur dans le but de contrSler et de faire varier 
les proprietes d'accrochage et/ou de decrochage d'une 
cible sur une surface f onctionnalisee par une sonde, 
par exemple d'un microsysteme . 

Le dispositif peut avantageusement etre sous la 
forme d'un microsysteme comportant un ou plusieurs 
dispositif (s) selon l'invention. Chaque dispositif 
forme une veritable microcellule electrochimique 
comprenant au moins deux electrodes : une electrode de 
25 travail et une contre-electrode ; et eventuellement une 
electrode de reference (RE) ; ainsi qu'une zone 
d'accrochage et/ou de decrochage. Cette dernier e peut 
elle aussi etre une electrode, par exemple lorsque sa 
fonctionnalisation avec la sonde est realisee de 
maniere elect rique ou electrochimique, par exemple par 
electrogref f age . 
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Selon 1' invention, une microcellule 

electrochimique pour une zone d f accrochage et/ou de 
decrochage est preferable afin d'obtenir une bonne 
localisation de la variation de pH, et done un 
5 accrochage bien localise des cibles. Ainsi, le 
dispositif de 1' invention permet de mettre en oeuvre un 
procede d 1 accrochage et/ou de decrochage localise dans 
lequel il est possible de choisir sptcif iquement, 
prtcisement, et independamment les unes des autres, la 
10 (ou les) zone(s) ou une cible est & accrocher ou a 
decrocher, parmi une matrice de plusieurs zones 
potent ielles d f accrochage et/ou de decrochage reparties 
a la surface d f un micro systeme et f onctionnalisees avec 
une ou plusieurs sondes identiques ou dif f erentes . 

Le support, sur lequel le dispositif de la 
prtsente invention peut §tre fabriqut, peut etre un 
quelconque support permet tan t de mettre en oeuvre la 
prtsente invention. II peut s'agir par exemple d'un 
support de biopuce tel que ceux classiquement utilises , 
par exemple en silicium, en verre, en polymere, en 
metal, en plastique, etc. Des supports utilisables dans 
la presente invention sont decrits par exemple dans les 
documents references [15] et [16] dans la liste de 
reference . 

La zone d T accrochage et/ou de decrochage peut 
etre avantageusement constitute d'un materiau 
conducteur si une f onctionnalisation electrique ou 
electrochimique est necessaire. Elle peut etre 
constitute de tout autre materiau utilisable pour 
30 greffer la sonde si d' autres techniques de 
f onctionnalisation sont choisies, par exemple des 
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techniques de f onctionnalisation chimiques. II peut 
d'un raateriau raodifie chimiquement ou biologiquement 
pour que la sonde puisse etre fixee dessus. II peut 
s'agir de la surface meme du support ou d'un 
revetement, depose sur ce support par les techniques 
habituelles de dep6t connues de l'homme du metier, 
permettant la f onctionnalisation par la sonde. Ce 
revgtement peut etre par exemple du Si, du verre, du 
SiOz (permettant une silanisation) , un polymere ou un 
copolymere conducteur approprie tels que ceux utilises 
pour la fabrication de biopuces, en particulier pour la 
fixation de sondes moleculaires de biopuces, par 
exemple du polypyrrole, un metal, tel que Au, Ag, Pt, 
par exemple pour realiser un electrogreffage, pour la 
formation de monocouches auto assemblies, etc. La zone 
d'accrochage peut etre delimits par exemple par la 
localisation des sondes qui la fonctionnalise, et par 
le voisinage des Electrodes. 

Le dispositif de la prEsente invention peut se 
presenter, par exemple a des fins de commercialisation, 
comme un substrat comportant une zone d'accrochage non 
fonctionnalisee et les electrodes. L'utilisateur de ce 
dispositif peut alors aisement, au moyen des techniques 
classiques de f onctionnalisation de surface de 
biopuces, f onctionnaliser cette zone avec une sonde 
qu'il a choisie en fonction de la cible qu'il desire 
accrocher pour obtenir un dispositif permettant de 
mettre en ceuvre un des procEdes de 1' invention. 

Le dispositif de la presente invention peut 
aussi se presenter, a des fins de commercialisation, 
comme comportant deja sa zone d'accrochage 
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fonctionnalis<£e par une sonde (A) capable de se lier, 
en fonction du pH, a la cible (B) pour l'accrocher. II 
permet alors de mettre en ceuvre un des procedes de 
1' invention immediatement, sans f onctionnalisation 
prealable de la zone d' accrochage /deer ochage, pour la 
cible correspondant £ ladite sonde. 

De maniere generale, la f onctionnalisation de 
la zone d' accrochage par la sonde, qui consiste en une 
immobilisation de la sonde sur la zone d' accrochage, 
peut §tre r§alisee au moyen des techniques habituelles 
de greffage chimiques ou 61ectrochimiques 

(« electrogref fage ») , par exemple telles que celles 
decrites dans les documents references [8] a [12] et 
[17] et [18] dans la liste de reference annexee . 

Les figures 1 et 2 annexees representent une 
zone d' accrochage (Z) fonctionnalisee par une sonde 
« A », par exemple biologique ou chimique. 

La sonde est de manidre generale choisie en 
fonction de la cible. La sonde « A » et la cible « B » 
(voir figures 1 et 2) sont composers d'un ou plusieurs 
elements ayant de preference des liaisons stables en pH 
et possedant des groupements chimiques pouvant 
interagir et s f accrocher en presence d'un pH acide ou 
basique lors de 1' accrochage par voie 61ectrochimique . 
Par exemple, la sonde « A » peut etre porteur d T un (ou 
plusieurs) groupement (s) electrophile (s) pouvant 
reagir, en milieu acide ou basique, avec un (ou 
plusieurs) groupement ( s ) nucleophile (s) porte(s) par la 
cible « B » et vice versa. La liaison entre la sonde 
« A » et la cible « B » peut egalement consister en la 
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formation d'un (de) pont(s) disulfure (s) par 
acidification du milieu suivant la reaction 

A-SH + HS-B pi A-S-S-B 

Ainsi, selon 1' invention, la sonde peut §tre 
choisie par exemple telle qu' elle est capable de se 
lier a la cible pour l'accrocher au moyen d'un 
groupement electrophile, par exemple choisi parmi des 
fonctions aldehyde, halogenure, thiocyanate, 

isocyanate, ester active, carbamate, epoxyde, etc. 

La sonde peut aussi etre choisie telle qu'elle 
est capable de se lier a la cible pour l'accrocher au 
moyen d'un groupement nucleophile, par exemple choisi 
parmi les fonctions amine, alcoolate, phenol, phenate, 
oxyamine, hydrazine, etc. Selon 1' invention, la sonde 
peut etre choisie par exemple de maniere a ce qu'elle 
puisse former, dans la solution de travail, avec la 
molecule cible pour l'accrocher, une liaison choisie 
parmi une liaison hydrogene, peptidique, amide, 
sulfonamide, ester d' acide carboxylique, ester d' acide 
sulfonique, silanoate substitue . 

De maniere generale, selon 1' invention, la 
sonde peut etre choisie parmi un acide 
desoxyribonucleotidique (ADN ou ADNc) , un 

oligonucleotide, un acide ribonucleotidique, un acide 
nucleique de peptide (PNA) , une proteine, un enzyme, un 
subs tr at d' enzyme, un recepteur hormonal, une hormone, 
un anticorps, un antigene, une cellule eucaryote ou 
procaryote ou des fragments de telles cellules, une 
algue, un champignon microscopique, etc. Le choix se 
30 fait en fonction de la cible. Par exemple, dans le 
groupe precite, la cible peut etre un oligonucleotide 
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complementaire & 1' oligonucleotide sonde, un substrat 
d^enzyrae, un anticorps specif ique d'un antigene, etc. 

La localisation de 1 1 accrochage de la cible sur 
la sonde de la zone d' accrochage peut etre determinee 
par un accrochage specif ique lorsque 1 'assemblage 
sonde-cible poss^de une complementarity unique. II peut 
s'agir par exemple d f un accrochage sonde-cible qui 
exploite la complementarite de sequence de deux brins 
oligonucl<§otidiques, par exemple d'ARN ou d'ADN, un des 
deux brins etant fixe sur le support pour former la 
zone d' accrochage f onctionnalis6e, 1' autre brin 
constituant la cible a accrocher. La liaison entre la 
sonde et la cible se fait alors sous la forme d'un 
appariement des bases complementaires des deux brins . 
15 II peut s'agir d'autres couples de molecules 
biologiques, que des oligonucleotides complementaires 
entre eux, connus de l'homme du metier raettant en jeu 
des liaisons sensibles au pH, par exemple choisis dans 
la ' liste precit6e, par exemple substrat /enzyme , 
20 anticorps /antigene, hormone/recepteur, etc. Cette 
possibility d' accrochage specif ique permet 

avantageusement un choix precis du point d' accrochage 
pour un objet donne. 

Selon une variante des deux modes de 
25 realisation precit^s de la pr6sente invention, 
egalement represents sur la figure 1, la cible « B » 
peut etre utilisee pour porter un objet « C », par 
exemple un objet a accrocher et/ou decrocher qui doit 
etre extrait d'un echantillon, un objet a isoler, un 
30 objet a decrocher avec une temporisation, etc. 
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Cet ob jet peut §tre attache a la cible « B » 
anterieurement, simultanement ou posterieurement a 
1» assemblage de « A » + « b ». Si B porte un objet 
« C », ce dernier est alors accroche et/ou decroche par 
l'intermediaire de « B » sur A. Aucun autre phenomene 
electro-genere, tel que le champ electrique, 
n'intervient lors de l'accrochage par voie 
electrochimique de 1' objet « C » par exemple a la 
surface d'un microsysteme . 

Ainsi, selon 1' invention, dans l'un ou 1' autre 
des modes de realisation, le procede peut comprendre en 
outre l'etape suivante : (x) fixation d'un objet sur la 
cible . 

Cette variante presente notamment l'avantage 
15 que, pour un couple sonde/cible determine, par exemple 
pour lequel les conditions d' accrochage/decrochage 
selon 1' invention sont bien connues et maitris^es, par 
exemple un couple sonde/cible sous la forme de brins 
oligonucleotidiques complementaires ou sous une des 
formes presentees dans les exemples ci-dessous, il est 
possible d'accrocher/decrocher l'un quelconque des 
objets precites suivant le procede de 1' invention, 
pourvu qu'une liaison puisse etre formee entre 1' objet 
et la cible, et que ce couple cible/objet, puisse etre 
accroch6/decroche sur/de la sonde par le procede de 
1' invention qui est mis en ceuvre . 

Cette variante presente en outre l'avantage que 
lorsqu'un objet doit etre accroche/decroche suivant le 
procede de 1' invention, et qu'il n'est pas possible 
chimiquement d'etablir une interaction electrochimique 
directe de 1' objet avec la sonde (1' objet serait alors 
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une cible au sens de la pr^sente invention), l'objet 
est en quelque sorte « porte » par la cible, et c'est 
cette derniere qui interagit avec la sonde pour 
s'accrocher ou se decrocher sur/de la zone 
d' accrochage . II suffit alors de fixer l'objet sur la 
cible par l'un quelconque des procedes connus de 
l'homme du metier. 

De preference, l'objet « C » §tant d6termin6, 
on choisira un couple sonde-cible dont la 
reconnaissance et la liaison ne sera pas genee et/ou 
empSch6e par la fixation de l'objet « C » sur la cible. 
Inversement, pour un couple sonde-cible determine, on 
choisira l'objet « C » de maniere a ce que sa fixation 
sur la cible ne gene pas et/ou n'empeche pas la liaison 
15 sonde-cible. 

L'objet « C » peut 3tre par exemple choisi dans 
le groupe constitue d'une molecule, d' une cellule ; 
d'une bacterie ; de billes fonctionnalis6es, par 
exemple de billes de latex, de verre, etc., ; d'une 
20 proteine ; d'une enzyme ; d'un anticorps, par exemple 
afin de reconnaitre et d' immobiliser une cellule ; d' un 
fragment biologique; de molecules 4 trans fecter ; de 
molecules d'interet biologique ; de principes actifs ; 
de molecules d'interet pharmacologique ; groupements 
chimiques, etc. L'objet « C » peut 6galement etre une 
molecule ou un objet tel que la cible « B ». 

A titre illustratif, l'objet « C » peut etre un 
marqueur destin6 4 mettre en evidence la liaison sonde- 
cible. II peut s'agir par exemple d'un quelconque des 
marqueurs connu s de l'homme du metier utilises pour 
mettre en evidence des molecules chimiques ou 
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biologiques ou des reactions de reconnaissance 
moleculaire entre une sonde et sa cible sur une 
biopuce. II peut s'agir par exemple d'une molecule 
fluorescente, d'une molecule electroactive, etc. Un 
5 exemple d'un tel assemblage est donne ci-dessous. 

Dans l'6tape precit6e d' accrochage d'un objet 
sur la cible, 1' objet etant un marqueur, le procede de 
1' invention peut comprendre en outre une etape de 
detection de la cible marque e . Les marqueurs precites 
10 etant connus, il n'est pas necessaire de rappeler ici 
les techniques connues de l'homme du metier pour 
detecter un marqueur. 
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Dans les procedes de la presente invention, la 
sonde peut egalement porter une molecule telle qu'un 
marqueur, par exemple pour mettre en evidence la 
liaison sonde-cible, pourvu que cette molecule ne gSne 
pas ladite liaison. Cette molecule peut etre fixee sur 
la sonde par les techniques habituelles de chimie, 
avant ou apres la fonctionnalisation de la zone 
d'accrochage par la sonde. Par exemple, lorsque cette 
molecule est un marqueur, elle peut etre choisie parmi 
une molecule chimique (par exemple la dioxygenine) , un 
fluorophore (par exemple la fluoresceine, un 
« molecular beacon » et son marqueur fluorescent) , une 
molecule active electrochimiquement (par exemple le 
ferrocene) , une molecule active biologiquement (par 
exemple une enzyme) , un marqueur radioactif (par 
exemple contenant un ou des isotope (s) du phosphore 
[P32]). Dans un autre exemple de realisation de la 
presente invention, une biotine peut par exemple etre 
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fixEe sur la sonde (la sonde porte une biotine) , et la 
cible peut etre marquee par de la streptavidine- 
phycoerythrine . 

Selon 1' invention, l'accrochage de la cible 
« B » par la sonde « A » peut etre precede d'une 
activation Electrochimique de la sonde, par application 
d'un (de) potentiel(s) ou d'un (de) courant(s) 
Electrochimique (s) , i 1' Electrode de travail. Cette 
activation permet d'effectuer une variation locale du 
pH (acidification ou basif ication) , limitee au 
voisinage de l 1 electrode de travail (Electrode active) 
et de la zone d'accrochage. L' application de 
potent iel(s) ou de courant(s) electrochimique (s) 
adapte(s) provoque une reaction electrochimique dont 
les produits entrainent par exemple une hydroxylation 
ou une protonation instantanEe et localisEe de la 
solution en contact avec le microsysteme, et ainsi, la 
formation de la liaison entre la sonde et la cible, et 
l'accrochage de cette derniere par la sonde sur la zone 
d'accrochage. Par exemple, les groupements 

Electrophiles et les groupements nuclEophiles de la 
sonde et de la cible interagissent et s'accrochent 
suivant A + B —> A-B. 

L' activation electrochimique peut etre rEalisee 
dans la (les) solution (s) servant a 1 ' assemblage, par 
exemple « A » + « b-C » ou « A » + « B » -f « C » ou 
« A-B » + « C », done ne necessite pas de rin<?age du 
systeme, ou dans toute autre solution « post- 
assemblage » si celle-ci est au moins en partie 
aqueuse, de preference saline, et de prefErence encore 
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taraponnee, pourvu que les liaisons en jeu ne soient pas 
empechees dans la raise en ceuvre du procede de 
1' invention . 

Le processus de decrochage par voie 
5 electrochimique de la cible B, ou B-C si un objet « C » 
est accroche a la cible, implique d'une part un 
accrochage reversible entre la sonde « A » et la cible 
« B » par pont d' accrochage comportant des groupements 
sensibles au pH comme decrit ci-dessus, et d' autre 
10 part, une coupure de ce pont realisee localement (a 
l'endroit a decrocher) , suite a une variation locale et 
reversible du pH. Ce processus de decrochage est 
represents schdmatiquement sur la figure 2 . 

L' application de potentiel(s) ou de courant(s) 
15 electrochimique (s) adapte(s) provoque une reaction 
electrochimique dont les produits entrainent par 
exemple une hydroxylation ou une protonation 
instantanee et localisee de la solution en contact avec 
le microsysteme, et ainsi, la rupture de la liaison 
20 entre la sonde et la cible. Lors de l'etape de 
decrochage, sous 1' influence de la variation de pH 
electrochimique, les groupements sensibles a cette 
variation (par exemple liaisons hydrogene, peptidique, 
amide, sulfonamide, ester d'acide carboxylique, ester 
d'acide sulfonique, silanoate substitue) se separent 
suivant A-B A + B. Cette coupure, reversible et 
localisee, du pont d ? accrochage peut egalement 
provoquer le detachement de 1' objet « C », s'il est 
present, qui retourne alors en solution sous la forme 
B-C ou B + C. Le detachement de C depend bien entendu 
de la nature chimique de la liaison qui le lie a B. 
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L'application d'un (de) potentiel(s) ou d'un 
(de) courant(s) electrochimique (s) adapte(s) provoque 
une reaction electrochimique dont les produits 
entraxnent une hydroxylation ou une protonation 
instantanee et localisee de la solution en contact avec 
la zone d' accrochage, par exemple du microsysteme 
(solution d' assemblage ou post-assemblage) qui suivant 
les groupements en cause dans la liaison sonde-cible 
entraine le decrochage de la cible par la sonde. 

Aucun autre phenomene electro-genere, tel que 
le champ electrique, n'intervient lors de la modulation 
de surface (c' est-a-dire etat accroche ou decroche) par 
voie electrochimique. C'est un des nombreux avantages 
de la presente invention. 

Des accrochages et des decrochages consecutifs 
sur une meme surface, realists par les inventeurs, ont 
montre que les precedes de 1' invention sont 
reproductibles. En effet, les precedes d'accrochage 
et/ou de decrochage ne sont pas definitifs. Par 
exemple, grace a 1' existence d'une liaison reversible, 
telle que celles precitees, dans le pont d'assemblage 
« A-B », l'accrochage et le decrochage peuvent etre 
repetes et ce, sans alteration des proprietes de la 
surface du microsysteme, comme cela est montre dans les 
25 exemples ci-dessous. II s'agit d'un des nombreux 
avantages de la presente invention. 

Dans le dispositif de la presente invention, 
les electrodes de travail et contre-electrode peuvent 
etre, comme habituellement pour ces elements, notamment 
dans les microsystemes connus de l'homme du metier, 
constitutes d'une matiere conductrice, et de preference 
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d'un m6tal noble, ou un alliage de ra^tal noble, par 
exemple Au, Pt, Pd, Ir / ou semi-conductrice, par 
exemple siliciura dope ou carbone, adaptee a 
l'electrochimie, dans la gamine de potentiels utilises, 
II peut s'agir egalement d'un polymere conducteur, 
d'une colle conductrice, de polypyrrole, etc. 

Elles peuvent §tre disposees au voisinage de la 
zone d' accrochage en utilisant les techniques 
habituelles de micro61ectronique permettant de disposer 
des electrodes sur des micros ystemes telles que des 
biopuces. II peut s'agir par exemple de techniques de 
depot sous vide de metaux par exemple par thermo 
evaporation, par plasma (en anglais : « Plasma-Enhanced 
Chemical Vapor Deposition » (« PECVD ») ) ou 

pulverisation (en anglais « sputtering ») , etc. Des 
techniques utilisables dans la presente invention sont 
decrites dans les documents [19] et [20] de la liste de 
reference annex6e. 

La zone d' accrochage, notamment si elle 
requiert un traitement particulier par exemple pour la 
fixation de la sonde, peut etre placee au voisinage des 
electrodes apr6s leur fabrication. Elle peut <§galement 
etre placee sur la surface du support avant leur 
fabrication. 

Les figures 3 et 5 annex6es sont des exemples 
de dispositions des electrodes et de la zone 
d' accrochage utilisables pour constituer le dispositif 
de la pr6sente invention. Bien entendu, d' autres 
dispositions peuvent encore etre mises en oeuvre dans 
30 le cadre de l' invention a partir des informations 
fournies dans la presente. 
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Selon l' invention, de preference, 1' electrode 
de travail borde ou entoure la zone d' accrochage . De 
preference encore, 1' electrode de travail borde ou 
entoure la zone d' accrochage, et la contre electrode 
borde ou entoure ladite electrode de travail. Selon 
1' invention, avantageusement , 1' electrode de travail, 
la contre electrode et la zone d' accrochage sont dans 
une configuration (« design » en anglais) choisie parmi 
une configuration de peigne inter-digit e, une 
configuration spirale ou une configuration concentrique 
(voir par exemple figures 3 et 5 annexees) . En effet, 
ces configurations sont favorables a 1' application des 
procedes de 1' invention. 

La zone d» accrochage et/ou de decrochage est 
preferablement situee au plus pres de 1' electrode 
servant a 1' activation electrochimique (electrode de 
travail) et de preference coplanaire a celle-ci pour 
assurer une meilleure action electrochimique. 

Les schemas des figures 1 et 2 ont ete dessines 
avec une structure non coplanaire pour mieux distinguer 
les differents elements du dispositif represents. Sur 
la figure 3, les elements sont coplanaires. Le 
positionnement de la contre-electrode peut etre ou ne 
pas §tre coplanaire a la zone d' accrochage et/ou de 
25 decrochage . 

Une electrode de reference (RE) peut egalement 
etre jointe au dispositif, placee de maniere a pouvoir 
mesurer le potentiel applique a 1' electrode de travail. 
Pour des raisons de miniaturisation, 1 'electrode de 
30 reference peut etre integree au microsysteme . II peut 
s'agir par exemple d'une electrode Ag/AgCl ou de toute 
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autre electrode de rEfErence connue de l'homme du 
metier et utilisable dans le dispositif de la presente 
invention. Sur les figures 3 et 5 annexees, sont 
representees des dispositions possibles de 1' electrode 
5 de reference sur des dispositifs conformes a la 
presente invention . 

A titre d'exemple, les dimensions, dans le plan 
de la representation sur ces figures, des Electrodes et 
composants utilises pour obtenir les dispositifs de 
10 1' invention peuvent etre les suivantes pour un 
microsystEme destine a une application biopuce : 

- zone d'accrochage (Z) : diamEtre 1 a 1000pm ; 

- espace entre la zone d'accrochage (Z) et 
1' electrode de travail (WE), et entre 
1' electrode de travail et la contre electrode 
(CE) : espace de 10 cL 200pm ; 

- largeur des Electrodes de travail (Z) et 
contre Electrode (CE) : 10 k 50pm ; et 

- 1' Electrode de rEfErence (RE) est un 
parallElepipede de 10 x 500 pm. 

Ces dimensions ne sont en fait limitees que par 
les limites des dimensions qui peuvent etre atteintes 
en microelectroniques par les techniques actuelles. 

L'homme du mEtier peut bien entendu aisEment 
fabriquer des dispositifs avec d' autres dimensions sur 
la base des informations donnees dans la presente et de 
ses connaissances generales. 

Les moyens permettant d'appliquer un courant 
Electrique ou un potentiel dEtermine 4 1' electrode de 
travail sont ceux habituellement utilises pour les 
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microsystemes en particulier pour des cellules 
elect rochimiques. lis peuvent comprendre des moyens de 
connexion des electrodes du dispositif a la source 
d' electricite permettant d' appliquer le courant 
5 electrique a 1' electrode de travail. lis peuvent 
comprendre en outre des moyens de commande et des 
moyens de mesure afin de pouvoir regler et suivre le 
potentiel applique a 1' electrode de travail. 

Le(s) potentiel (s) electrochimique (s) a 
10 appliquer a 1' electrode de travail pour realiser 
l'accrochage et/ou le decrochage depend (ent) du type de 
pont d'assemblage entre la sonde et la cible (« A-B ») , 
de la solution aqueuse electrolyte au contact du 
microsysteme (solution de travail), de la configuration 
15 et du materiau des electrodes utilisees. 

Selon 1' invention, le courant peut etre 
appliquS a 1' electrode de travail de maniere continue 
ou discontinue, croissante ou decroissante, etc. Cette 
application depend notamment de la variation de pH 
20 locale que 1' utilisateur desire induire. Selon 
1' invention, ce(s) potentiel (s) ou ce(s) courant (s) 
peut (peuvent) etre cathodique (s) , anodique(s) ou les 
deux. 

Le courant electrique peut avantageusement §tre 
applique sous forme de trains de potentiels. En effet, 
les inventeurs ont mis en evidence qu'un train de 
potentiels permet avantageusement de mieux localiser la 
variation de pH mais aussi de la rendre reversible. 
Dans ce cas, les moyens permettant d' appliquer un 
courant electrique ou un potentiel determine a ladite 
electrode de travail comprennent avantageusement des 
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moyens permettant d'appliquer un ou des train (s) de 
courant ou de potentiel (s) determine (s) pendant une ou 
des duree(s) determinee (s) . 

Ce train de potentiels ou de courants est de 
preference compose au minimum d'un signal (pulse, rampe 
de potentiels, etc.). Le train de potentiels, ou de 
courants electrochimiques, applique peut par exemple 
etre choisi de sorte & provoquer une variation du pH et 
a compenser celle-ci immediatement , sans qu'une 
modification du reste de 1 ' environnement n'ait lieu. 

De maniere generale, les valeurs du (des) 
potentiel (s) electrochimique (s) utilisees dependent de 
la variation locale de pH desiree, et done de la nature 
de la liaison sonde-cible en cause. En general, compte 
tenu du type de liaisons sonde-cible reversibles visee 
dans la presente invention, les valeurs de potentiels 
sont de preference, sans y etre limite, de -3,0 V <l 
+4,0 V (par rapport k une electrode de reference 
Ag/AgCl) et de preference de -1,8 V k -0,8 V ou entre 
+1,2 a +2,2 V (par rapport a une electrode de reference 
Ag/AgCl) . Les valeurs des courants utilises sont celles 
permettant d'obtenir les fenetres de potentiels 
precedentes par potentiometrie . 

Le potentiel ou le train de potentiels ou de 
courants, suivant le choix d' application du courant, 
est de preference impose pendant une duree suffisante, 
allant par exemple de 0,001 s a 58000 s, ou de 0,001s a 
20000 s, afin de produire la variation de pH permettant 
l'accrochage de la cible ou son decrochage suivant le 
30 procede applique. 
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Chaque element du train de potentiels ou de 
courants possede une duree, une valeur et une forme qui 
lui sont specif iques, et qui sont independantes des 
autres Elements du train de potentiels. 

Pour la mise en oeuvre des procedes de 
1' invention, la zone d'accrochage f onctionnalisee et 
les electrodes sont immerges par 1' echantillon aqueux. 
Le volume d' echantillon n'est pas determinant car la 
variation de pH est precisement localisee au niveau de 
la zone d'accrochage. Cet echantillon est obtenu en 
melangeant un prelevement (comme defini ci-dessus) , ou 
tout simplement la cible, ave c une solution aqueuse . 
Les solutions aqueuses tamponnees sont preferees pour 
la preparation de 1' echantillon, mais non 
15 indispensables a la realisation des procedes de 
l'invention. En effet, 1' eau suffit a l'activation 
electrochimique . 

Le tampon permet avantageusement de limiter la 
diffusion des produits de la reaction electrochimique 
(OH" ou H + ) dans le reste de la solution et ameliore le 
flux de ces produits au voisinage de 1' electrode de 
travail et de la zone d' accrochage/decrochage . II 
permet une meilleure localisation de la variation de 
pH, favorisant la localisation des phenomenes 
d'accrochage et de decrochage au niveau de la zone 
d'accrochage et de 1' electrode de travail. Cette 
solution aqueuse peut etre par exemple une solution de 
tampon phosphate, telle qu'une solution de Na 2 HP0 4 , de 
NaH 2 P0 4 , de KH 2 P0 4 , etc. ou d'un melange de ces tampons. 
Les concentrations sont en general comprises entre 
0,001 mM et 10 M, de pr£f6rence entre 1 mM et 1M. 
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De preference la solution aqueuse est une 
solution saline. En effet, ce type de solution ameliore 
la conduction electrique, et, par exemple dans le cas 
des molecules biologiques (par exemple les proteines en 
general) elle permet de maintenir les molecules 
biologiques dans leur forme active (repliement des 
proteines) et/ou permet la liaison sonde/cible, pour la 
mise en oeuvre du procide de 1' invention. Dans le cas ou 
la sonde et/ou la cible sont des mol6cules biologique, 
la solution saline permet de mettre en oeuvre le proced6 
de 1' invention dans une solution aqueuse de force 
ionique appropri6e. 

De preference encore, cette solution est saline 
et tamponn6e . 

De manidre generale, . le choix de cette solution 
peut se faire notamment en fonction de la nature de la 
sonde et de la cible, en particulier cette solution 
devrait preserver les fonctions chimiques et la 
structure de la sonde et de la cible et permettre aussi 
a la sonde d' accrocher la cible. En outre elle facilite 
la mise en oeuvre du proc6de Electrochimique de la 
presente invention en constituant un milieu electrolyte 
ad6quat . 

Selon 1' invention, la localisation de 
l'accrochage et/ou du ddcrochage de la cible peut done 
§tre controlee notamment par le choix : 

- du dispositif electrochimique : les 
dispositions particuli&res des electrodes a la surface 
du microsystdme permettent la localisation de la 
30 variation de pH ; 
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- d'appliquer un courant ou un potentiel au 
choix a une ou £ plusieurs cellule (s) d6termin6e (s) 
seulement, dans le cas d' une matrice ou d'un ensemble 
de microcellules electrochimiques selon 1' invention 

5 reparties sur la surface d'un support : dans ce cas 
aussi, la variation de pH est localisee la ou 
l'operateur le desire ; 

- de la solution au contact du microsysteme : 
1' utilisation de solutions tamponn^es salines est 

10 preferable ; et 

- d f un procdde §lectrochimique approprid : par 
exemple, les inventeurs ont note que 1 1 application de 
trains de potentiels electrochimiques permet de mieux 
controler de la variation de pH. 

15 La presente invention trouve de tres nombreuses 

applications , et quelques exernples seulement sont cit6s 
ici . 

La presente invention peut s T appliquer 
notamment k des proced^s de separation et de 
recuperation d'objets biologiques et/ou chimiques : par 
exemple un tri cellulaire par accrochage selectif f par 
exemple via un anticorps specifique a ce type de 
cellule, a la surface du microsysteme puis decrochage 
dans une autre solution et/ou vers une autre partie du 
microsysteme pour la realisation d'autres taches telles 
qu'une analyse, une detection, etc. 

La presente invention peut s f appliquer aussi 
& des fonctions de concentration d'objets biologiques 
et/ou chimiques : par exemple, accrochage des objets 
presents dans une solution circulant au-dessus de la 
surface d' accrochage puis decrochage dans une autre 
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solution de volume inferieur pour faciliter la 
realisation d'autres taches telles qu'une analyse, une 
detection, etc. 

La presente invention peut s'appliquer aussi a 
la realisation de reactions biologiques et/ou chimiques 
necessitant une temporisation par exemple : 
deprotection chimique, criblage de molecules d'interet 
pharmacologique, etc. 

La presente invention peut s'appliquer aussi 
a des etudes f ondamentales portant sur les proprietes 
physico-chimiques, thermiques, physiques, surfaciques, 
chimiques, ou sur le changement de f onctionnalite des 
ob jets, avant, pendant et apres accrochage, par 
exemple : etude energetique des mecanismes de la 
15 fixation cellulaire. 

Ainsi, le dispositif de 1' invention peut etre 
utilise par exemple dans un procede destine a purifier 
ou extraire une cible « B » ou un objet « C » fixe sur 
une cible « B-C » ; a concentrer une cible « B » ou un 
objet « C » fixe sur une cible « B-C » ; a cribler des 
cibles ou des objets fixes sur une cible ou a detecter 
une cible « B » ou un objet fixe sur une cible « B-C ». 
La cible « B » et 1' objet « C » ont ete definis ci- 
dessus . 

La presente invention trouve par exemple aussi 
une application dans un procede de purification d'une 
cible « B » ou d'un objet « C », ledit procede de 
purification comprenant par exemple la mise en oeuvre 
du procede d' accrochage « actif » ou « passif » selon 
1' invention, avec ladite cible « B » ou ledit objet 
« C » lie a une cible (ledit objet 6tant 116 a ladite 
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cible avant ou apres 1'accrochage de la cible par la 
sonde) (« B-C ») en utilisant un dispositif approprie 
selon 1' invention / un ringage de ladite zone 
d'accrochage au moyen de ladite solution aqueuse ou 
d'une autre solution preservant la liaison sonde-cible 
(« A-B ») ou sonde-cible-objet (« A-B-C ») ; le 
decrochage de 1'objet « B » ou cible-objet (« B-C ») 
soit en interrompant 1' application du courant 
61ectrique a l'61ectrode de travail , soit en appliquant 
un courant electrique ou un potentiel different au 
niveau de ladite zone d'accrochage de fagon a modifier 
localement le pH de la solution de travail afin que la 
cible ou cible-objet se decroche de la sonde, soit en 
ringant le dispositif au moyen d'une solution 
appropriee pour decrocher la cible ; et eventuellernent 
le ringage de la zone d'accrochage de maniere k 
r6cuperer la cible ou cible-objet decrochee. La cible 
« B » et 1' ob jet « C » ont ete definis ci-dessus. 

Ce procede permet egalement de concentrer une 
cible « B » ou un objet lie a une cible « B-C », par 
exemple en utilisant dans le procede de purification 
pr§cit6 un volume de ringage de la cible ou de la 
cible-objet decrochee plus petit que le volume initial 
de l f echantillon. La cible « B » et 1' objet « C » ont 
25 et6 definis ci-dessus . 
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La presente invention trouve done de tres 
nombreuses applications pour la fabrication de 
nouvelles generations de biopuces, ou laboratoire sur 
30 puce (« lab-on-chip » en anglais) . II s'agit par 
exemple de microsystemes comportant diverses etapes de 
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travail, realisees dans un ou plusieurs compartiments, 
et ce de fagon consecutive. Les fonctions d' accrochage 
ou de decrochage peuvent utilisees comrae une partie 
d'une ou plusieurs de ces etapes, ou comme une etape a 
5 part entiere. L' accrochage et/ou le decrochage 
pourraient permettre de realiser divers types de 
fonctions, telles que : 

des fonctions de separation et de 
recuperation d'objets biologiques et/ou chimiques : on 

10 peut imaginer un tri cellulaire par accrochage 
selectif, par exernple via un anticorps sp6cifique & ce 
type de cellule, a la surface du microsysteme puis 
decrochage dans une autre solution et/ou vers une autre 
partie du microsysteme pour la realisation d'autres 

15 taches (analyse, detection, etc.) ; 

des fonctions de concentration d'objets 
biologiques et/ou chimiques : par exernple, accrochage 
des objets presents dans une solution circulant au 
dessus de la surface d' accrochage puis decrochage dans 

20 une autre solution de volume inferieur pour faciliter 
la realisation d'autres taches, par exernple d' analyse, 
de detection, etc. ; 

la realisation de reactions biologiques 
et/ou chimiques necessitant une temporisation, par 
25 exernple pour un criblage de molecules d'interet 
pharmacologique, une deprotection chimique, etc. ; 

des etudes f ondamentales portant sur les 
proprietes physico-chimiques, thermiques, physiques, 
surfaciques, chimiques, ou sur le changement de 
30 fonctionnalite des objets, avant, pendant et apres 
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accrochage, par exemple des etudes 6nergetiques des 
mecanismes de la fixation cellulaire. 

D'autres caracteristiques, avantages, et 
applications potentielles apparaitront encore a la 
lecture des exemples qui suivent donnes a titre 
d' illustration en reference aux figures annexees. 

Breve description des figures 

La figure 1 represente schema tiquement une 
strategie d' accrochage d 1 element (s) biologique (s) et/ou 
chimique(s) par voie electrochimique selon le proced6 
de 1' invention : a gauche : les differents elements 
sont mis en presence (sonde « A », cible « B » et objet 
« C ») ; au centre : activation par voie 
15 electrochimique et variation locale du pH (indiqu6e par 
la fleche et les petits signes positifs) favorisant 
1' assemblage / a droite : 1 T objet « C » est accroch<§ 
par 1' intermediaire de la cible sur la sonde. 

La figure 2 represente schema tiquement une 
20 strategie de decrochage d 1 element (s) biologique (s) 
et/ou chimique(s) par voie electrochimique selon le 
proc6d6 de 1' invention : a gauche : assemblage de la 
cible « B » et de 1' objet « C » sur la sonde « A » .; au 
centre : activation par voie electrochimique au moyen 
25 de 1' electrode de travail « WE » et variation locale du 
pH (indiquee par la fleche et les petits eclairs) pour 
le decrochage ; a droite : 1» objet « C » est decroche 
avec « B » (« B-C ») . 

La figure 3 represente schematiquement deux 
exemples de configuration de dispositif a trois ou 
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quatre Electrodes (respectivement k gauche et a 
droite) . 

La figure 4 represente trois photographies 
d'une zone d f accrochage et de decrochage sur laquelle 
des ob jets fluorescents ont Ete accroches selon le 
procede de la presente invention : iramediateraent aprEs 
accrochage (photo de gauche) , apres decrochage 
electrochimique (photo du milieu) et apres un nouvel 
accrochage (photo de droite) . 

La figure 5 represente schematiquement des 
exemples de configurations de dispositifs conformes a 
la presente invention comprenant : une zone 
d' accrochage (Z) , une electrode de travail (WE) , une 
contre-electrode (CE) et une electrode de reference 
15 (RE) respectivement de gauche a droite : sous forme 
inter-digitEe, spirale et concentrique, constituant des 
microcellules Electrochimiques adaptees a 1 T accrochage 
au decrochage d'objets selon 1' invention. Noir = zone 
d 1 accrochage et/ou de decrochage, gris 

20 fonce = Electrode de travail, gris clair = contre 
electrode , hachurE = Electrode de reference. 

La figure 6 represente trois photographies 
d f une microcellule Electrochimique selon la prEsente 
invention dans trois etats differents : au repos (image 
25 de gauche), pendant 1 ? activation Electrochimique (image 
du milieu) et apres correction Electrochimique de la 
variation de pH (image de droite) . La variation de pH 
est mise en Evidence a l T aide d T un indicateur colorE, 
ici le rouge de crEsol. Ces trois photographies sont 
30 mises en relation avec un graphique montrant 
1' application du potentiel (P) (en V) et du courant (I) 
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obtenu (en A) 4 1' Electrode de travail en fonction du 
temps (t) (en s) . 

La figure 7 est un graphe repr^sentant la 
variation de pH (ppH) obtenue par voie electrochimique 
5 au voisinage de 1' electrode de travail et de la zone 
d'accrochage/ddcrochage d'un dispositif selon 
1' invention en fonction du pH (pH initial) du milieu 
dans lequel le dispositif est immerg6 (solution 
tampon) . 

10 

EXEMPLES 
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Exemple 1 : fabrication d'un 
1 ' invention 

Dans cet exemple, le dispositif de 1' invention 
est fabriqu6 sur un support de silice suivant le 
protocole expos£ dans le document [15] dans la liste de 
reference annexee . La fabrication du dispositif 
comprend les etapes suivantes : 
20 Sur un substrat de silicium : 

oxydation de la surface du substrat sur une 
epaisseur de 1 pm ; 

d6pot d'une couche de m6tal (Pt ou Au) sur une 
couche d' accrochage de Ti par une technique par 
25 evaporation ; 

structuration des electrodes par 

photolithographie et gravure seche / 
passivation des pistes par depot d'oxyde de 
silicium suivi d'une ouverture (photo puis 
30 gravure de l'oxyde) des electrodes de mesure ; 
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depot Electrochimique d' argent sur les 
electrodes de references ; et 

etude de la chloration chimique des electrodes. 

Les dispositifs fabriques sont ensuite 
connectEs a un potentiostat (AutoLab PGstat 100 de la 
societe Ecochemie) afin de pouvoir mesurer et controler 
le potentiel et/ou le courant appliquE. La 
configuration utilisee est une configuration classique 
pour -des cellules elect rochimiques, c f est-a-dire une 
configuration a trois electrodes : une electrode de 
travail, une contre-electrode, et une electrode de 
reference, cette derniere etant optionnelle. 

15 Exemple 2 : exemple de configurations de dispositifs 
selon 1' invention (microcellules electrochimiques) 

DiffErents microsystemes Electrochimiques dont 
la configuration est adaptEe £ l'accrochage et au 
decrochage par voie Elect rochimi que selon 1' invention 
ont ete realises suivant le protocole de 1' exemple 1. 

Ces dispositifs sont represents 

schernatiquement sur la figure 5 annexee. Sur cette 
figure, « CE », « WE », « Z » et « RE » repre sen tent 
respectivenient la contre Electrode, 1' Electrode de 
travail, la zone d'accrochage et/ou de decrochage, et 
1' electrode de reference. 

Les dimensions, dans le plan de la 
representation, des electrodes et composants utilises 
pour les dispositifs fabriques dans cet exemple sont 
30 donnees en exemple pour le dispositif represents sur le 
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troisieme schema de la figure 5 en commencant par la 
gauche : 

- zone d'accrochage (Z) : diametre 300pm ; 

- espace entre la zone d'accrochage (Z) et 
5 1' electrode de travail (WE), et entre 

1' electrode de travail et la contre electrode 
(CE) : espace constant d' environ 70pm ; 

- largeur des electrodes de travail (WE) et 
contre electrode (CE) : 130um ; et 

10 " 1' Electrode de reference (RE) est un 

parallelepipede de 50 x 200 um. 

Les autres dispositifs sur cette figure sont 
representes sensiblement a la meme echelle. 

15 
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fonctionnalisation de cette zone par la sonde 

Differentes preparations de differentes zones 
ont ete realisees dans cet exemple dans differents 
essais, par differentes techniques : 

A) Preparation d'une zone d" accrochaqe oar 

electrogreffage de polvmeres conducteurs et 

fonction nalisation par des oligonucleotides 

Dans cet exemple, la zone d'accrochage est 
preparee par electrogreffage d'une couche de polymeres 
constitute de pyrrole et d' oligonucleotides-pyrrole, 
selon les conditions et le protocole decrit dans le 
document reference [18] . 
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L'electrocopolym6risation du polymere des deux 
raonomeres entraine 1' immobilisation du brin 
oligonucleotide (la sonde) par sa terminaison pyrrole. 

5 B ) Preparation d' une zone d'accrochage par silanisation 
et immobilisation de diverses fonctions chimiques 

Les protocoles suivants sont donnes pour un 
greffage de silane portant differentes fonctions. Dans 
ces protocoles, la sonde est la fonction port§e par le 
10 silane . 

(i) Fonction epoxyde 

On utilise le protocole de silanisation decrit 
dans la demande WO-A-02/051856 : 

rehydratation de la surface du microsysteme 
15 (formation de fonctions silanol, SiOH) dans une 
solution contenant 7g NaOH + 21 ml d' eau distillee + 
28ml ethanol pendant 2 heures sous agitation a 
temperature ambiante ; 

lavages abondants £ l'eau desionis6e ; 
20 - s6chage & 80 °C pendant 15 minutes ; 

reaction dans un melange toluene 30ml + 
triethylamine 0,9ml + 5, 6-epoxyhexyltriethoxysilane 
36}il pendant 16 heures a 80 °C ; 

ringage & 1 7 acetone; et 
25 - reticulation 3 heures & 110 °C. 

(ii) Fonction aldehyde 

On utilise le protocole de silanisation decrit 
dans la demande WO-A-02/051856 : 
30 ~ rehydratation de la surface du microsysteme 

(SiOH) dans une solution contenant 7g NaOH + 21 ml 
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d'eau distillee + 28ml 6thanol pendant 2 heures sous 
agitation a temperature ambiante ; 

lavages abondants a l'eau desionisee ; 
sechage a 80 °C pendant 15 minutes ; 
reaction dans un melange toluene 30ml + 
triethylamine 0, 9ml + 5, 6-6poxyhexyltriethoxysilane 
36pl pendant 16 heures £ 80 °C ; 

ringage a 1' acetone ; 
reticulation 3 heures k 110 °C ; 
hydrolyse acide dans HC1 0,2N pendant 3 
heures a temperature ambiante ; 

ringages a l'eau distillee ; et 
oxydation des fonctions diols de surface en 
fonctions aldehydes pendant 1 heure a temperature 
15 m ambiante dans une solution de NaI0 4 ( 660mg de NaI0 4 , 
30ml eau desionisee) . 



(iii) Fonction halogenure 

On utilise le protocole suivant : 

rehydratation de la surface du microsysteme 
(SiOH) dans une solution contenant 7g NaOH + 21 ml 
d'eau distillee + 28ml ethanol pendant 2 heures sous 
agitation a temperature ambiante ; 

lavages abondants & l'eau d6sionis6e ; 
sechage £ 80°C pendant 15 minutes-; 
reaction dans un melange toluene 20ml + di- 
isopropylethylamine 0,6ml + ( (p-chloromethyl) 

phenylethyl) trimethoxysilane 50pl pendant 24 heures a 
temperature ambiante ; 

rincage a 1' ethanol ; et 
reticulation 3 heures a 110°C. 
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c ) Preparation d'une zone d'accrochage par adsorption 
de polymeres, de prot6ines ou de thiols porteurs de 
fonctions chimiques 

Dans tous les cas, il s'agit d' immerger 
1' electrode ou la surface constituant la zone 
d'accrochage dans la solution faite du solvant adapte a 
chaque type de molecule : 

solution aqueuse pour les prolines , 
§thanol pour les thiols, 

pendant une dur§e suffisante (a temperature 
ambiante) : 

1 heure pour les proteines, 

heures pour les thiols , sous argon. 



24 



Les procedes utilises sont decrits dans les 
documents r6ferenc<§s [8] A [12] de la liste de 
reference annexee. Dans tous ces procedes ci-dessus, on 
peut remplacer l'eau distill6e par de l'eau desionisee. 

Dans ces cas, la sonde est soit une fonction 
portee par les thiols greff6s, soit la proteine ou le 
polymere immobilise, par exemple a la surface du 
microsysteme, pour former la zone d'accrochage. 

25 Exemple 4 : exemple d'accrochage « passif » 

« actif » reversible par 
electrochimique selon la presente invention 

Dans cet exemple, 1 1 accrochage utilise est le 
suivant : 

30 " La sonde (« A ») est un brin 

d 1 oligonucleotide immobilise par du polypyrrole sur une 
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zone d'accrochage d'un dispositif selon 1' invention 
realise comnie dans les exemples 1 et 2 ; 

La cible « B » est un oligonucleotide 
complementaire de la sonde « A », et portant une 
5 biotine ; 

Une autre molecule , appelee « C », objet a 
ancrer via la cible sur la zone d'accrochage, est un 
marqueur : une streptavidine-phycoerythrine (conjugu6 
fluorescent) . 

10 Le protocole d'accrochage de la sonde est celui 

decrit dans le document reference [18] . Les 
oligonucleotides ont 6t6 modifies pour qu'ils 
comportent un groupement pyrrole. Ces oligonucleotides 
modifies sont ensuite immobilises par electrogref f age 

15 sur la zone d'accrochage. 

Les cibles compl6mentaires biotinylees (0,l>iM) 
ont 6t6 hybridises 15 minutes £ 50°C et 1' objet 
(streptavidine phyco6rythrine, solution commerciale 
diluee 10 fois ) a ensuite ete immobilise sur la zone 

20 d'accrochage par af finite chimique entre la biotine et 
la streptavidine pendant 5 minutes a temperature 
ambiante . 

Des etapes de ringage sont effectuees avec un 
tampon phosphate salin (NaCl = 27mM, KC1 = 138mM) 
25 + 0,3% de tween . 

La presence de fluorescence est caracteristique 
de l'6tat accroche de 1' objet « C ». Cette fluorescence 
est observee sous microscope de fluorescence (Provis 
(marque de commerce) ) . 

30 Pour 1' activation 61ectrochimique : le 

microsyst&me est connecte a un potentiostat (AutoLab 
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PGstatlOO, de la societe Ecochemie) et par 
chronoamperometrie : un potentiel de V = -1,2V, par 
rapport a une electrode de reference Ag/AgCl, est 
applique a 1' electrode de travail du microsysteme 
pendant 2 secondes . 

L'etat ancre de la cible par la sonde est 
confirme par observation du signal de fluorescence 
comme cela apparait sur la figure 4 annexee, image de 
gauche. L'etat decroche est verifie lorsque le signal 
de fluorescence disparait comme cela est visible sur la 
figure 4 annex6e, image cent rale. 

Ce processus electrochimique n'affecte pas la 
reversibilite de 1 • accrochage, car un nouvel accrochage 
d« ob jets fluorescents a ete effectue dans les mimes 
conditions et s'est accompagne de 1 ' observation d'un 
nouveau signal de fluorescence visible sur la figure 4, 
image de droite. 

Des accrochages et des decrochages successifs 
sur une meme zone d' accrochage et de decrochage ont en 
outre montre que le processus peut etre repete sans 
alteration de la fonctionnalite « A » de cette zone 
d' accrochage et de decrochage. 



5 : exemple de train de potentieli 



variation electro -commandee du pH dans le procede de 
1 ' invention 

Le choix de la configuration des Electrodes, de 
la solution support mais aussi le choix d'un train de 
potentiels adapte, permet de contrdler la localisation 
du processus de decrochage. 
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Par exemple, des tests colorimetriques et 
electrochimiques realises a l f aide de microelectrodes 
concentriques comme celles fabriquees dans 1' exemple 2, 
ont mis en evidence la possibility de localiser de 
maniere precise au voisinage de 1' electrode de travail 
(electrode active) le ph6nom£ne de variation 
electrochimique du pH. 

Par exemple, une goutte de solution aqueuse 
contenant un indicateur colore par exemple choisi parmi 
le Bleu de Bromocresol, le Vert de Bromocr6sol, le Bleu 
de Thymol, la Phenolphtal6ine et le Rouge de 
Chlorophenol, le Rouge de Cresol ou le Tropeoline O, 
vire seulement au-dessus de l 1 electrode active et de la 
zone d'accrochage et/ou de decrochage et disparait 
rapidement lorsque la suite du train de potentiels 
electrochimiques est applique comme cela est visible 
sur . la figure 6 annexee. Le virage des indicateurs 
pr§cites se situe entre 0,2 et 13 unit6 pH. 

20 Mode operatoire : dans differents essais, des 
microcellules Electrochimiques fabriquees comme dans 
les exemples 1 et 2 ont 6te recouvertes de solutions 
tamponnees de phosphates (KH 2 P0 4 et Na 2 HP0 4 ) de 
differents pH : 4,6 ; 5,1 ; 6,0 ; 7,0 / 7,4 ; 8,0 et 

25 9 / et contenant quelques % de divers indicateurs 
colores : Phenolphtaleine, Rouge de Cresol, Bleu de 
Thymol, Bleu de Bromothymol, Vert de Bromocresol, Jaune 
de Methyle et Rouge de Chlorophenol ; dont les zones 
sont comprises entre pH 0,2 et 10. 
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Ces microsystemes sont ensuite connects a un 
potentiostat et des potentiels de -0,8V a -1,4V et de 
+0 r 8V a +2,0V sont appliques pendant 2 a 10s. 

Les variations de couleurs sont observees sous 
lumiere blanche a l'aide d'un banc optique compose 
d'une binoculaire, d' une camera CDD couleur et d'un 
systeme d' acquisition d' images. 

Les variations de pH obtenue sur 1' electrode de 
travail (WE) et la zone d'accrochage (Z) vont jusqu'a 
+/- 3 unites de pH comme cela est represents sur le 
graphique de la figure 7 annexee. 

L' application de ce train de potentiels permet 
une compensation immediate de la variation de pH. 

Des photographies de la localisation de la 
variation de pH mise en evidence par un indicateur 
colore, ici le rouge de Cresol, ont ete realisees. 
Elles mettent en evidence la variation locale du pH par 
voie electrochimique, sur une microcellule 
concentrique . 

La variation est bien confinee au dessus de 
1' electrode de travail et. de la zone f onctionnalisee 
centrale (surface d'accrochage et de decrochage) 
conformement a l'attente des inyenteurs, et grace a la 
mise en oeuvre de la presente invention.. 

La figure 6 annexee est une representation de 
train de potentiels a 3 pulses et de photographies 
correspondantes du dispositif de 1' invention (avant et 
apres chaque pulse) . 

Sur cette figure, Graphe I = f(t) (I en A et 
30 t, . le temps, en s) : courant obtenu suite a 
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1' application d'un train de potentiels electrochimique 
permettant la variation de pH et sa compensation. 

Ces images illustrent la compensation de la 
variation de pH d'une goutte de solution tamponnee (PBS 
pH = 7,4) + rouge de Cresol. La couleur rouge est 
indicative d'un pH superieur A 8,8. Le potentiel (en V) 
est egalement indique. 



6 : exemple d' 
10 electrochimique 

Suivant le procede de silanisation decrit dans 
la demande de brevet WO-A-02/051856, des fonctions 
epoxydes sent greffees a la surface de microsystemes 
selon 1' invention pour former des zones d'accrochage. 

Ces dernieres sont ensuite mises en presence 
d'une solution de tampon phosphate + 10% de glycerol 
contenant des oligonucleotides (ODN) porteurs d'une 
fonction amine terminale en 5' (ODN-NH 2 ) . Cette 
solution forme la solution de travail au sens de. la 
20 presente invention. 

Pour l'accrochage de ODN-NH 2 sur la zone 

d'accrochage : La reaction entre les fonctions 6poxyde 

et amine est activee par hydroxylation electrochimique 

suivant le procede de 1' invention : application d'un 

potentiel de -1,2V, par rapport A une electrode de 

reference Ag/AgCl, pendant 1200s a 1' electrode de 
travail . 

Ce protocole entralne une reaction entre la 
fonction amine de 1'0DN-NH 2 et les fonctions epoxyde de 
30 la zone d'accrochage. Les oligonucleotides sont alors 
accroches a la zone d'accrochage. La detection de cet 
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accrochage est faite par mesure de fluorescence : 
ODN cible marque d'un fluorophore (streptavidine-CY3 ) 
est hybride et le microsysteme est observe & l'aide 
d'un microscope de fluorescence. 

1/ accrochage des oligonucleotides par voie 
61ectrochimique a ete observe en image en lumiere 
blanche et sous lumiere f luorescente . 



cellules immobilisees a la 
10 surface d'un microsysteme 

Une matrice proteique a et6 greffee par 
adsorption pendant 1 heure £ temperature ambiante sur 
des dispositifs selon 1' invention pour former des zones 
d' accrochage selon 1' invention. Ces dernieres ont ete 

15 immergees dans un milieu de culture cellulaire 
contenant des cellules HELA (environ 2, 76. 10 6 c/ml) . 

Apres 2 heures d' incubation, quelques cellules 
present aient une forme 6talee, caracteristique de leur 
immobilisation sur une surface. 

20 Un decrochage electrochimique suivant le 

proced£ de 1' invention a ete realist dans une goutte de 
PBS (pH = 7,4 [NaCl] = 2,7 mM et [KC1] - 138 mM) en 
modulation de pH pour proteger les cellules. 
1/ activation 61ectrochimique est similaire £ celle 

25 presentee & l'exemple 5. 

On constate que leur forme devient arrondie, ce 
qui signifie qu'elle se d6tache progressivement de la 
surface a laquelle celles-ci adh6raient. 

Ces rdsultats experimentaux confirment 
30 1' utilisation de la presente invention pour 
1' accrochage et/ou le decrochage d'objets biologiques 
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sur un microsystdme electrochimique selon la pr6sente 
invention . 



Exemple 8 : exemple d'accrochage et decrochage d' 
5 biotine par vole electrochimique 

Suivant le procede de f onctionnalisation par 
silanisation decrit dans 1' exemple 3 B) (ii) , des 
fonctions aldehydes sont accroch^es A la surface et 
sont ensuite mises en presence d'une solution de tampon 

10 phosphate salin (« PBS » pH - 7,4, NaCl = 27mM, KC1 = 
138mM) contenant des biotine -amine ([20mM]) (molecule 
disponible chez Molecular Probes) . 

La reaction entre les fonctions aldehyde et 
amine est activee par hydroxylation 61ectrochimique (- 

15 1,2V, par rapport a une electrode de reference Ag/AgCl, 
pendant 7200s, AutoLab PGstatlOO, Ecochemie) dans une 
chambre humide et entraine la creation d'une liaison 
imine. L' ensemble biotine-amine est alors accroche a la 
surface. 

■ 

20 Pour verifier 1' accrochage, un fluorophore 

(streptavidine-phycoerythrine) est couple £l la biotine 
(mise en presence pendant 5 minutes puis ringage avec 
une solution PBS). La detection de l'etat accroche est 
faite & l'aide d' un microscope de fluorescence. 

25 Le clivage de la fonction imine est ensuite 

realise par protonation electrochimique locale de la 
solution en contact avec le rnicrosysteme . Un potentiel 
de +1,6V par rapport a une electrode de reference 
Ag/AgCl est applique (AutoLab PGstatlOO, Ecochemie) 

30 pendant 7200s et, apres ringage avec une solution 
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tampon, le microsysteme est observe sous un microscope 
de fluorescence. 

La disparition du signal est indicatrice du 
decrochage . 

Une autre reaction d'accrochage est effectuee 
qui verifie la complete reversibilite et prouve que la 
disparition du signal est seulement due au decrochage 
de la cible, c' est-^-dire de la biotine. 
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Exemple 9 : exemple d'accrochage et decrochage d 
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Dans cet exemple, on prepare une zone 

d'accrochage capable d' accrocher une cible « B » 
capable de « porter » un objet « C ». 

La zone d'accrochage est f onctionnalisee par 

une fonction aldehyde (sonde « A ») , la cible « B » est 

le dihydrochlorure 2-hydrazinopyridine porteur d'une 
fonction hydrazine. 

Suivant le proc6d<§ de f onctionnalisation par 
silanisation decrit dans l'exemple 3 B) (ii) , des 
fonctions aldehyde sont accrochees & la surface et sont 
ensuite mises en presence d'une solution de tampon 
phosphate contenant un dihydrochlorure 2- 

hydrazinopyridine porteur d' une fonction hydrazine 
25 <[25mg/ml] ) . 

La formation d'une liaison hydrazone, entre les 
fonctions aldehyde et hydrazine, est permise 
(deprotection de hydrochlorure d' hydrazine en milieu 
alcalin) par hydroxylation electrochimique (-1,2V, par 
rapport a une electrode de reference Ag/AgCl , pendant 
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58000s, AutoLab PGstatlOO, Ecochemie) dans une chambre 
huniide . 

L'accrochage est verifie par Infrarouge multi- 
reflections , ou un pic caracteristique du groupement 
5 pyridine est detecte. 

Le clivage de la fonction hydrazone est ensuite 

catalyse par protonation electrochimique locale de la 

solution en contact avec le microsysteme Un potentiel 

de +1,6V, par rapport a une Electrode de r£f<§rence 

10 Ag/AgCl, est applique (AutoLab PGstatlOO, Ecochemie) 

pendant 22000s et, apres ringage avec une solution 

tampon, le microsysteme est observe. 

La disparition du pic est indicatrice du 
decrochage . 

15 

Exemple 10 : exemple d'accrochage et decrochage d'un 
objet par voie electrochimique 

On utilise la zone de f onctionnalisation et la 
cible de 1' exemple 9, 

20 Sur la cible comportant une fonction ester 

activde et une fonction hydrazine protegee (par exemple 
hydrochlorure succinimidyl hydraziniumnicotinate) , on 
greffe une proteine (objet « C ») , puis la fonction 
hydrazine est deprotegee afin de pouvoir etre 

25 accrochde . 

L' ensemble cible-objet est « accrochable » et 
« decrochable » sur la zone de fonctionalisation par la 
cible qui sert ici d' intermediaire (« linker » en 
anglais) suivant le proc6de de la presente invention. 
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Example 11 : example d'accrochage et decrochage d'un 



Cet exemple montre une mise en oeuvre de la 
presente invention avec une molecule biologique. 
5 Le protocole d'accrochage de la sonde est celui 

decrit dans le document reference [18]. II s'agit 
d' immobiliser par electrogref f age des oligonucleotides 
modifies (comportant un groupement pyrrole) . Les cibles 
complementaires biotinylees (0,luM) sont hybridees 15 
10 minutes & 50 °C. 

Un empilement proteique (avidine / prot6ine A 

biotinylee/ anticorps) est alors realise. Les 

differences etapes de 1' empilement sont realisees, soit 

in-situ, soit en solution (PBS) et 1' empilement peut 

15 etre realise element par element ou en melange global. 

Dans tous les cas, chaque etape s'effectue par mise en 

presence des elements pendant 1 heure et 30 minutes 

sous agitation et a temperature ambiante. Les 

concentrations utilisees sont de lmg/ml en Avidine et 

proteine A et de 20mg/ml d' anticorps (AC anti E. Coli) . 

Les etapes de rincage sont effectuees avec un tampon 

phosphate salin (PBS pH = 7,4, NaCl = 27mM, KC1 = 

138mM) + 0,3% de tween. Pour verifier l'accrochage, un 

anticorps marque a la fluoresceine est utilise. 

25 L' observation sous microscope d'un signal de 

fluorescence est caracteristique de l'etat accroche de 
l'objet. 

Decrochage electrochimique : le microsysteme 
est connecte a un potentiostat (AutoLab PGstatlOO, 
30 Ecochemie) et par chrono-amperometrie un potentiel de V 
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= -1,2V, par rapport a une electrode de reference 
Ag/AgCl, est applique au microsysteme pendant 4 s. 

Apres rincage avec une solution PBS + 0,3% de 
tween, le microsysteme est observe sous un microscope 
de fluorescence. La disparition du signal est 
indicatrice du d6crochage. 

Une autre reaction d' accrochage effectuee 
verifie la complete reversibilite prouve que la 
disparition du signal est uniquement due au decrochage 
de la cible, c'est-a-dire de l'anticorps et le reste de 
l'empilement proteique. 



Exemple 12 : exemple d' accrochage d'un ferrocene 

Cet exemple montre une mise en oeuvre de la 
presente invention avec une molecule chimique. 

La fonctionnalisation est realisee par greffage 
d'un thiol acide : immersion de la surface du 
microsysteme dans une solution de ImM d' acide 11- 
mercapto-undecanoique dans de l'ethanol pendant 24 
heures sous Argon, ringage dans un bain a ultrasons 
dans de l'ethanol pendant 10 minutes. Puis une fonction 
ester activee est synthetisee par reaction entre la 
fonction acide et le N-hydroxysuccinimide . L' acide est 
mis en presence de N-hydroxysuccinimide (4mM) + du 
25 N,N'-dicyclohexylcarbodiimide (4mM) dans du chloroforme 
pendant 2 heures a temperature ambiante, suivant le 
protocole de la reference [21] . 

La surface du microsysteme presente alors des 
fonctions ester activees. Ces dernieres sont ensuite 
mises en presence d'une solution de tampon phosphate 
(pH 7,4) contenant des ferrocenes -amine ([20mM], 
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synthetises selon le protocole decrit dans la reference 
[22] . 

Une activation electrochimique catalyse la 
formation d'une liaison amide. 1/ accrochage par 
5 hydroxylation a lieu dans les conditions suivantes : - 
1,4V par rapport a une electrode de reference Ag/AgCl 
pendant 22000s (AutoLab PGstatlOO, Ecochemie) . Les 
ferrocenes sont alors accroches a la surface. La 
detection est faite par electrochimie (voltametrie 
10 cyclique, balayage de 0V a 0,5V par rapport a une 
electrode de reference Ag/AgCl, & 50mV/s) . 
L' observation d'un pic d'oxydation dans cette gamme de 
potentiels est caracteristique de la presence de 
ferrocene . 



Exemple 13 : premier exemple d' accrochage et decrochage 
d'une bacterie 

Cet exemple montre une raise en ceuvre de la 
presente invention avec un objet biologique. 

Le protocole d' accrochage de la sonde est celui 
decrit dans le document reference [18]. II s'agit 
d' immobiliser par electrogref f age des oligonucleotides 
modifies (comportant un groupement pyrrole) . Les cibles 
complementaires biotinylees (O^uM) ont et6 hybridees 
15 minutes a 50°C. Un empilement proteique (avidine / 
proteine A biotinylee/ anticorps + bacterie) est alors 
realise. 

Les differentes etapes de 1' empilement sont 
realisees, soit in-situ, soit en solution et 
1' empilement peut §tre realise element par element ou 
en melange global. Dans tous les cas, chaque etape 
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s'effectue par mise en presence des Elements pendant 
1 heure et 30 minutes sous agitation et a temperature 
arnbiante . 

Les concentrations utilisees sont de lmg/ml en 
Avidine et proteine A et 20mg/ml d' anticorps (AC anti 
E. Coli) . La concentration de la suspension d' E.Coli 
(DH5p) est celle d'une culture d'une nuit 
(ensemencement de 2ml de milieu de culture LB, Gibco- 
BRL) concentree 15 fois. Les fetapes de ringage sont 
effectu6es avec un tampon phosphate salin (PBS pH = 
7,4, NaCl = 27mM, KC1 = 138mM) . 

La presence de bacteries est observee sous 
microscope en lumiere blanche. 

15 Decrochage electrochimique : le microsysteme 

est connecte k un potentiostat (AutoLab PGstatlOO, 
Ecocheraie) et par chrono-amperom6trie un potentiel de V 
= -1,2V, par rapport a une electrode de reference, 
Ag/AgCl est appliqu§ au microsysteme pendant 4 

20 secondes . 

II a 6te verifie au prealable que ces bacteries 
supportent ces conditions 61ectrochimiques . Une goutte 
de suspension de bacteries marquees a l'Acrydine 
(indicateur de l'§tat vivant ou mort) a 6t6 depos^e sur 
25 le microsysteme des conditions electrochimiques 
identiques ont ete appliquees et les bacteries ont ete 
observees sous lumiere fluorescente. 

Celles-ci sont tou jours vivantes apres 
application du pH Electrochimique. 
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Aprds ringage avec une solution PBS, le 
microsysteme est observe sous un microscope en lumiere 
blanche pour verifier 1' absence de bactEries . 

5 Exenqple 14 : deuxieme exenqple d'accrochage et 
decrochage d'une bacterie 

Le protocole applique dans cet exemple est le 
m§me que dans 1' exemple 13, sauf que la l ere partie du 
protocole, jusqu'a 1' empilement, est realisEe suivant 
10 1' exemple 8 ci-dessus. 

Des resultats Equivalents a ceux de 1' exemple 
13 sont observes. 
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Exemple 15 : exemple d'accrochage d'un aminoglycanne 

Cet exemple montre une mise en oeuvre de la 
presente invention avec une molecule biologique 
d'int6ret pharmacologique . 

Des fonctions halogenures (CI) sont greffees eL 
la surface des microsystdmes suivant le protocole 
20 decrit d 1' exemple 3 B) (iii) . 

Les halogenures (CI) sont mis en presence d'une 
solution de glucosamine (lOOmM) . La reaction de 
substitution des fonctions halogenures (CI) par des 
fonctions amines est activEe par hydroxylation 
Electrochimique (-1,2V, par rapport 3. une Electrode de 
reference Ag/AgCl, pendant 7200s, AutoLab PGstatlOO, 
Ecochemie) . 

La presence de sucre est verifiee par 
Infrarouge raulti-r6f lections, oil des pics 

30 caracteristiques des groupements particuliers des 
sucres, qui sont des liaisons d'un heterocycle (par 
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exemple, les liaison C-C, C-O, C-H, O-C-OH, C-N, O-H, 
N-H, etc.) sont detectes . 
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REVENDICATIONS 

1. Dispositif comprenant : 

un support ayant une surface comportant une 
zone d'accrochage (Z) susceptible d'etre 

fonctionnalis^e par une sonde (A) capable de se lier a 
une cible (B) pour l'accrocher ; 

une Electrode de travail (WE) et une contre 
Electrode (CE) de cette electrode de travail disposees 
sur le support au voisinage de la zone d' accrochage, 
dans lequel 1' electrode de travail borde ou entoure la 
zone d'accrochage ; 

des moyens permettant d' appliquer un 
courant electrique ou un potentiel determine a ladite 
15 electrode de travail de maniere a provoquer, lorsque 
ladite zone d'accrochage et lesdites electrodes sont 
immergees dans une solution aqueuse, une variation 
locale de pH au niveau de ladite zone d'accrochage. 



10 



20 



25 



30 



2. Dispositif selon la revendication 1, dans 
lequel 1' electrode de travail borde ou entoure la zone 
d'accrochage, et la contre electrode borde ou entoure 
ladite electrode de travail. 

3. Dispositif selon la revendication 1, dans 
lequel 1' electrode de travail, la contre electrode et 
la zone d'accrochage sont dans une configuration 
choisie dans le groupe constitue d'une configuration de 
peigne inter-digitd, d'une configuration spirale et 
d'une configuration concentrique . 
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4. Dispositif selon la revendication 1, dans 
lequel les moyens permettant d'appliquer un courant 
electrique ou un potentiel determine a ladite electrode 
de travail sont des moyens permettant d'appliquer un ou 

5 des train (s) de courant ou de potentiel (s) determine (s) 
pendant une ou des duree(s) determinee (s) . 

5. Dispositif selon la revendication 1, 
comprenant en outre une electrode de reference placee 

10 de maniere k pouvoir mesurer le potentiel appliqu6 a 
1' electrode de travail . 

6. Dispositif selon la revendication 1, dans 
lequel la zone d' accrochage est sous la forme d' une 

15 electrode. 

7. Dispositif selon la revendication 1, dans 
lequel la zone d' accrochage est f onctionnalisfee par une 
sonde (A) capable de se lier, en fonction du pH, a la 

20 cible (B) pour l'accrocher. 

8. Dispositif selon la revendication 7, dans 
lequel la sonde est telle qu'elle est capable de se 
lier a la cible pour l'accrocher au moyen d'un 

25 groupement electrophile ou nucleophile. 

9. Dispositif selon la revendication 7, dans 
lequel la sonde est telle qu'elle est capable de se 
lier a la cible pour l'accrocher au moyen d'un 

30 groupement electrophile choisi dans le groupe constitue 



WO 2004/104580 



PCT/FR2004/050195 



63 



10 



15 



20 



des fonctions aldehyde, halogenure, thiocyanate, 
isocyanate, ester active, carbamate, et epoxyde. 

10. Dispositif selon la revendi cation 7, dans 
lequel la sonde est telle qu'elle est capable de se 
lier a la cible pour l'accrocher au moyen d'un 
groupement nucleophile choisi dans le groupe constitute 
des fonctions amine, alcoolate, phenol, phenate, 
oxyamine et hydrazine. 

11. Dispositif selon la revendi cation 7, dans 
lequel la sonde est choisie de maniere & ce qu'elle 
puisse former, dans la solution de travail, avec la 
molecule cible pour l'accrocher, une liaison choisie 
dans le groupe constitue d' une liaison hydrogene, 
peptidique, amide, sulfonamide, ester d'acide 
carboxylique, ester d'acide sulfonique ou silanoate 
substitue . 



12. Dispositif selon la revendication 7, dans 
lequel la zone d'accrochage est f onctionnalisde par une 
sonde choisie dans le groupe constitu6 d'un 
oligonucleotide, une prot^ine, un enzyme, un substrat 
d' enzyme, un r6cepteur hormonal, une hormone, un 
25 anticorps, un antig^ne, une cellule eucaryote ou 
procaryote ou des fragments de telles cellules, une 
algue ou un champignon microscopique . 



30 



13. Microsysteme electrochimique caractdrise 
en ce qu'il comprend un ou plusieurs dispositif (s) 
selon l'une quelconque des revendications 1 a 12. 
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14. Utilisation d'un dispositif selon 1' une 
quelconque des revendications 1 a 12 dans un procede 
destine a purifier, a concentrer, a cribler ou a 

5 detecter une cible ou un objet. 

15. Procede d' accrochage d'une cible (B) 
presente dans un echantillon aqueux a une sonde (A), 
ledit procede comprenant les etapes suivantes : 

10 a) mise en contact de 1' echantillon aqueux 

avec la zone d' accrochage d'un dispositif selon la 
revendication 1 fonctionnalisee par la sonde <A) 
capable de se lier, en fonction du pH, a la cible (B) 
pour l'accrocher ; 

15 b > application d'un courant electrique ou d'un 

potentiel a 1' electrode de travail dudit dispositif de 
facon a modifier localement, au niveau de ladite zone 
d' accrochage, le pH de 1' echantillon aqueux pour que la 
sonde reconnaisse et se lie specif iquement a la cible 

20 pour l'accrocher. 

16. Procede d' accrochage et de decrochage d'une 
cible (B) presente dans un echantillon aqueux sur une 
sonde (A), ledit procede comprenant les etapes 
25 suivantes : 

a') mise en contact de 1' echantillon aqueux 
comprenant la cible (B) avec la zone d' accrochage d'un 
dispositif selon la revendication 1 fonctionnalisee par 
la sonde (A) pour que la cible (B) s'accroche a ladite 
30 sonde ; 
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b' ) application d'un courant electrique ou d'un 
potentiel & 1' electrode de travail dudit dispositif de 
fagon a modifier localement, au niveau de ladite zone 
d'accrochage, le pH de la solution de travail pour que 
la cible (B) se decroche de la sonde (A) . 

17. Procede selon la revendication 16, dans 
lequel l'accrochage de la cible par la sonde dans 
l'6tape a') est r§alis6 par application d'un courant 
electrique ou d'un potentiel £ 1' electrode de travail 
dudit dispositif de fagon a modifier localement, au 
niveau de ladite zone d' accrochage, le pH de la 
solution de travail pour que la cible (B) s'accroche a 
ladite sonde (A) . 

18. Proc6de selon la revendication 15 ou . 16, 
comprenant en outre l'6tape suivante, avant ou aprds 
1' accrochage de la cible par la sonde : 

(x) fixation d'un objet sur la cible. 

19. Proc6de selon la revendication 18, dans 
lequel 1' objet est choisi dans le groupe constitue 
d'une molecule, d'une cellule ; d' une bact6rie ; de 
billes fonctionnalis^es ; d'une prot^ine ; un 
oligonucleotide ; d'une enzyme ; d'un anticorps ; d'un 
fragment biologique ; de molecules a transfecter ; 
de molecules d' int6ret biologique ; de principes 
actifs ; de molecules d' int^ret pharmacologique . 

20. Procede selon la revendication 18, dans 
lequel 1' objet est un marqueur permettant de d^tecter 
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la cible, ledit procede comprenant en outre un etape de 
detection de la cible marquee. 

21. Procede selon la revendication 15 ou 16, 
dans lequel 1' echantillon comprenant la cible est sous 
forme d' une solution aqueuse tamponnee. 

22. Proced6 selon la revendication 15 ou 16, 
dans lequel la cible et la sonde sont des 
oligonucleotide complementaires entre eux. 

23. Procede selon la revendication 20, dans 
lequel la sonde porte une biotine, et la cible est 
marquee par de la streptavidine-phucoerythrine . 

24. Procede selon la revendication 15 ou 16, 
dans lequel ledit dispositif est un dispositif selon 
l'une quelconque des revendications 7 a 13 . 

20 25 • Utilisation d'un procede selon l'une 

quelconque des revendications 15 a 23 dans un procede 
destine a extraire, a concentrer, a cribler ou a 
detecter une cible ou un objet. 
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26. Utilisation selon la revendication 25, dans 
laquelle la cible ou 1' objet est choisi dans le groupe 
constitue d'un oligonucleotide, une proteine, un 
enzyme, un substrat d' enzyme, un recepteur hormonal, 
une hormone, un anticorps, un antigene, une cellule 
eucaryote ou procaryote ou des fragments de telles 
cellules, une algue ou un champignon microscopique . 
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